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(54) Title: METHOD FOR MAKING CARTILAGE AND IMPLANTS 

(54) Bezdchnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMPLANTATEN 

(57) Abstract 

The method described serves for in vitro 
production of cartilage and of implants consisting 
at least partially of cartilage. It is based on living 
cells that arc able to form an extracellular matrix 
of cartilage, and which are placed in an otherwise 
empty cell space ( 1 ). and are left in this cell space 
(i) to form an extracellular matrix of cartilage. 
As many cells arc introduced into the cell space 
as necessary for it to contain atx>ut 5x10^ to tO^ 
cells per cubic cendmetrc. The cell space (1) 
is separated, at least partially, ixtm a culture- 
medium space (2) surrounding the cell space (1) 
by a scmipeniftcable wall (3), or by an open- 
pored wall that acts as a convection l>arrier. Hie 
open-pored wall may take the form of a plate 
(7) made of a txme-sut)stitute material, and be 
located towards die bottom of the cell space (1). Hiis causes die cells to be deposited on this plate (7), and the cartilage arising in the 
cell space (1) grows into its pores <x sur^ce irregularities, thus creating an implant consisting of a bone-substitute plate (7) and a layer of 
cartilage covering this, widi the two parts of die implant having a positive form fit widi one another resulting from the cartilage growing. 




1} 



(57) Zusammenfassung 

Das bcschriebene Vcrfahicn dicnt zur in vitro Herstellung von Knorpelgewcbe und von tmplantaten. die mindestens Ceitweise aus 
Knoipelgewebe bestebcn. Es geht von vitalen Zel)en aus. die die Fahigkeit habcn, eitie extrazelhiiare Knorpelmatrix zu bild^ und die 
in einen an sich leeien ZeUraum (1) etngebracht und zur Bildung ema extrazeUulSren Knorpelmatrix in diesem Zellraum (t) belasscn 
werden. Es wcrdcn soviele Zellen in den Zellraiun eingebracht, dass dieser pro cm^ etwa 5x10^ bis 10? Zcllen cnthfllt Der Zellraum (1) 
ist mindestens teilweise dujcb eine semipermeable Wandung (3) oder durch eine als Konvektionsbarrioe wirksame offenporige Wandung 
von einem den ZeUraum ( 1) omgebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt Die offenporige Wandung kann dabei als Platte (7) aus einem 
Knochenersatzmaterial ausgebildet sein und im Zellraum (1) gegen unten angeordnet sein. Dadurch setzen sich die Zellen auf dieser 
Platte (7) ab und wflchst das iro Zellraum (1) entstehende Knofpelgewebe in seine Poren bzw. Oberfl3chcnimebenheiten etn. wodurch ein 
Implantat entsteht, das aus etner Knochenersatzplatte (7) und aus einer diese bedeckenden Knoipelschicht besteht, und wdbti die beiden 
Implantatsteile duith Verwachsung formschlussaitig miteinander verbunden sind. 
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VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON KNORPELGEWEBE UND VON IMM-ANTATEN 



Die Erfindung liegt auf dem Gebiete der Medizinaltechnik und betrifft ein 
Verfahren gemass dem Oberbegriff des ersten, unabhangigen Patentanspruchs 
zur Herstellung von Knorpelgewebe und von Implantaien zur Reparaiur von 
enchondralen und osteochondralen Defekten. Ferner betrifft die Erfindung 
5 eine Anordnung zur Durcfafuhrung des Verfahrens und nach dem Verfahren 
hergestellte Implantaie nach den Oberbegriffen der entsprechenden, unabhan- 
gigen Patentanspniche. 



10 Knorpelgewebe besteht im wesendichen aus Chondrozyten und extrazellularer 
Matrix. Die extrazellulare Matrix besteht hauptsachlich aus KoUagen Typ II 
und Proteoglycanen, deren Bausteine von den Chondrozyten in den zwischen- 
zellularen Raum ausgeschieden werden, wo sie zu Makromolekulen zusam- 
mengebaui werden. Die Chondrozyten machen im Knorpelgewebe eines er- 

15 wachsenen Individuums eiwa 5% des Volumens aus. 
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Gelenkknorpel, der als knorpelige Schichi die Enden gelenkig verbundeaer 
Knochen iiberzieht, ubeniimmt die Funktion der Lastveneilung bei Belastung 
des Gelenkes. Fur diese Funktion ist das Knorpelgewebe fihig, Wasser auf- 
zunehmen und unter Dnick wieder abzugeben. Femer dienen die Gelenk- 
5 knorpeUOberflachen als Gleitflachen im Gelenk. 

Knorpel ist ein Gewebe, das sich mangels Durchblutung insbesondere an er- 
wachsenen Individuen kaum regeneriert, wenn das ru regenerierende Knor- 

10 pelstiick ein nur kleines Volumen iiberschreitet, Insbesondere Gelenkknorpel 
konnen aber oft altersbedingte Abnutzungs- und Veranderungserscheinungen 
sowie unfallbedingie Verleizungen aufweisen, die ein deraniges maximal 
regenerierbares Volumen bei weitem uberschreiten. Solche Beschadigungen 
der Knorpelschicht mache ) Bewegung und Belastung von betroffenen Ge- 

15 lenken schmerzhaft und fiihren zu weiteren Komplikationen wie beispiels- 
weise Entziiridungen bedingt durch Synovialflussigkeit» die wegen des Defek- 
tes in der den Knochen abdeckenden Knorpelschicht mit dem Knochen in 
Kontakt kommt. 

20 

Aus dicsen Grunden wird seit langerer Zeit versucht, fehlendes oder schad- 
haftes Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel operaiiv zu ersetzen oder 
zu reparieren. 

25 

Es ist bekannt, Defekte, die Gelenkknorpel oder Gelenkknorpel und daninter 
liegendes Knochengewebe betreffen» zu reparieren, indem die defekte Stelle 
zu einer Bohrung mit einer mdglichst genau definierten Georaeirie ausgebohrt 
wird, indem an einer nicht defekten, vorzugsweise wenig belasteien Stelle 
30 beispielsweise desselben Gelenkes eine Saule bestehend aus Knorpel und dar- 
unterliegendera Knochen mit mdglichst derselben Geometric, wie die Boh- 



wo 97/46665 PCT/CH97/0022Q 

rung sie hat, ausgestanzt/ausgebohn wird und indern die ausgestanzte Saule in 
die Bohning eingesetzi wird. In derselben Weise werden auch grossere Defek- 
te mit einer Mehrzahl von Saulen reparien (Mosaikplastik). Diese Methoden 
sind erfolgreich aber das eigentliche Problem wird im wesentlichen von einer 
5 belasteten Gelenksteile an eine unbelastete Gelenkstelle verschoben und nicht 
effektiv gelost. 

Es wird auch vorgeschlagen, beispieisweise in der Publikation US-3703575 
10 (Thiele), Knorpeldefekte mit rein kunstlichen Implantaien (2.B. Gele, die Pro- 
teine und Polysaccharide enthaiten) zu reparieren. Es zeigt sich aber, dass 
damit nur beschrankte Erfolge erzielt werden kdnnen, weshalb in der neueren 
Entwicklung andere Wege beschritten werden, die alle von autologen oder 
homologen, vitalen Zellen ausgehen. Es werden beispieisweise in vitro geziich- 
15 tete, vitale Chondrozyten oder Zellen, die eine Chondrozytenfunktion ausiiben 
kdnnen, implantien; oder es werden kunstliche Implantate beniitzt, in die 
vitale Chondrozyten eingebracht sind; oder es wird versucht, in vitro Knorpel- 
gewebe zu ziichten und dieses zu implantieren. Das heisst mit anderen Wor- 
ten, nach neuerer Entwicklung wird versucht, vitales Knorpelgewebe minde- 
20 stens teilweise in vitro zu erzeugen imd zu implantieren oder knorpeibildende 
Zellen im zu reparierenden Defekt aimisiedeln, welche Zellen in vivo ein 
mindestens Knorpel-ahnliches Gewebe bilden. 

25 Beispiele derartiger Verfahren sind in den folgenden Publikationen beschrie- 
ben: 

Nach dem Verfahren gemass US-4846835 (Grande) werden korpereigene 
30 Chondrozyten nach einer vorgangigen Vermehrung in einer Monolayer-Kultur 
fiir eine weitere Vermehrung in eine dreidimensionale Kollagenmatrix in 
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Fonn eines Gels oder eines Schwammes eingebracht, in welcher Matrix sie 
sich festsetzen und dadurch immobilisiert sind. Nach ca. drei Wochen Zellver- 
mebrung wird die defekte Knorpelstelle mil dem Material bestehend aus 
KoUagenmatrix und Zellen gefiillt und, um das Transplantai an der defekien 
5 Stelle festzuhalten, wird ein Stuck Knochenhaui daniber genaht. Die Knorpel- 
regeneration im Bereiche deraniger Transplantate ist bedeutend besser als 
ohne Transplantai. 

10 Nach dem Verfahren gemass US-5053050 (Itay) werden Chondrozyten oder 
Zellen, die eine Cbondrozyten-Funktion ausiiben konnen, in eine biokom- 
patible, resorbierbare Matrix eingebracht (32x10* bis 120x10^ Zellen pro cm^), 
in welcher Matrix die 21eUen inmiobilisien sind. Diese Matrix wird impian- 
nert, wobei sich in vivo ein knorpelahnliches Gewebe bildet Die fiir das Im- 

15 plantat verwendeten Chondrozyten werden vorgangig kultiviert und zwar 
ruerst in einer Monolayer-Kultur und dann suspendien, wobei sie sich zu 
Aggregaten von 30 bis 60 Zellen verbinden. 

20 Nach dem Verfahren gemass US-4963489 (Naughton) wird ebenfalls eine 
dreidimensionale kiinstliche Matrix als Tragermaierial fur das Implaniat ver- 
wendet. Diese wird bereiis fiir die Zellkultur verwendet und ist zur besseren 
Adhasion und Versorgung der zu kultivierenden Zellen mil einer vitalen Bin- 
degewebeschicht iiberzogen, Nach einer in vitro durchgefiihnen Zellvermeh- 

25 mng auf der dreidimensionalen Matrix, wird diese implantien. Die implantier- 
ten Zellen bilden in vivo das Knorpelgewebe. 

Nach dem Verfahren gemass PCT-WO90/ 12603 (Vacanii et al.) wird eben- 
30 falls eine dreidimensionale Matrix verwendet, die aus abbaubaren, polymeren 
Fasermaterialien besiehi und an die sich Zellen anlagem lassen. Die Zellen 
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werden in vitro bereits auf der Matrix oder in Monolayer-Zellkuituren ver- 
mehrt und die Matrix wird mit den an ihr haftenden und dadurch immobili- 
sienen Zellen implantiert. Die Matrix wird in vivo abgebaui und sukzessive 
durch extrazellulare Matrix, die von den Zellen gebildet wird, ersetzt. 

5 

Nach dem Verfahren gemass US-5326357 (Kandel) werden Chondrozyien auf 
einer Schicht aus Filtermaterial (MILICELL<»-CM mit einer Porengrosse von 
0»4pim) als Monolayer mit einer Dichte von 1,5x10^ Zellen pro cm* aufge- 
10 bracht. Eine in vitro Kultur des Monolayers auf dem Filtermaterial ergibt in 
zwei bis vier Wochen eine diinne Knorpelschicht, die in ihrem Aufbau offen- 
bar dem natlirlichen Gelenkknorpel entspricht, und die als solcbe impiantier- 
bar ist. 

15 

Es ist auch bekanni, dass Knorpel in sogenannien high density Zellkulturen 
geziichtet werden kann. Dabei werden Zellen in einer hoheren Dichte als fur 
einen Monolayer notwendig auf einen Trager gebrachi und kultivien. Erst 
nach ein bis zwei Stunden wird das Kulturmedium zugegeben. Nach zwei beis 

20 drei Tagen kontrahiert sich die Zellschicht auf dem Trager und bilden sich 
sogenannte Microspheres mit Durchmessem in der Grossenordnung von 1mm, 
Im Innem dieser Microspheres bildet sich in der anschliessenden Kultur ein 
Knorpel-aniges Gewebe, wahrend an deren Oberflache Faserknorpel (Peri- 
chondrium) entsteht. Fiir Implantate ist ein deranig inhomogenes Gewebe 

25 wcnig geeignet. 

Siitinger er al. (Biomaterials Bd. 17, Nr. 10, Mai 1996, Guildford GB) schla- 
gen auch vor, fur die Bildung von Knorpel in vitro in eine dreidimensionale 
30 Matrix vitale Zellen einzubringen und die beladene Matrix dann in eine 
semipermeable Membran einzuschliessen. Durch die Membran wird vor allem 



WO 97/46665 PCT/CH97/0a22Q 

-6- 

verhindert, dass wahrend der Knorpelbildimg von den Zellen fur den Aufbau 
einer extrazellularen Matrix ausgeschiedene Bauteile mit dera Kulturmedium 
ausgeschwemmt werden. Es ist auch bekannt, Zellkulturen zur Verhinderung 
von Immunabwehrrealcrionen in eine derartige Membran eingeschlossen zu 
5 implantieren, 

Alle oben genannten Verfahren, mit denen versucht wird, Knorpel mindestens 
teilweise in vitro herzustellen, stellen verschiedene Losungen eines langer 

10 bekannten Problems dar, das sicb der Herstellung von Knorpelgewebe durch 
natiirliche Zellen aber unter kunsilichen Bedingungen steik. Dieses Problem 
besteht darin, dass Chondrozyten unter derartigen in vitro Bedingungen die 
Tendenz haben, relativ schnell zu Fibroblasten zu dedifferenzieren, bzw. dass 
es aur unter sehr spezifischen Kulturbedingungen moglich ist, Fibroblasten zu 

15 einer Cbondrozyten-Funktion zu differenzieren. Durch die Dedifferenzierung 
verlieren Chondrozyten unter anderem ihre Fahigkeit zur Bildung von Typ II 
Collagen, das einen wichtigen Bestandteil von Knorpelgewebe darstellt. 

20 Das Problem der Dedifferenzierung der Chondrozyten wird gemass den oben 
genannten Verfahren dadurch geldst, dass die Chondrozyten in entsprecfaend 
dicbten Kulturen in einem Monolayer oder in einer dreidimensionalen Matrbc 
immobilisiert werden. Es zeigt sich, dass Chondrozyten sich auf diese Art 
ohne wesentliche Dedifferenzierung vermehren und extrazellulare Matrix bil- 

25 den, die der extrazellularen Matrix von natiirlichera Knorpel mindestens ahn- 
licb ist- Die dreidimensionale Matrix dient in den meisten Fallen nicht nur zur 
Immobilisierung der Zellen sondem auch als belastbarer Korper nacb der 
Implantation, denn die gebildeten Knorpelgewebe haben in keinem bekannten 
Fall eine Stabilitat, die nach der Implantation einer auch nur reduzierten 

30 Belastung standhalten konnte. 
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Die Erfindung stelli sich die Aufgabe, ein Verfahren zu schaffen, mil dem in 
einfacher Weise Kir Impiantationen, insbesondere fiir Implantaiionen bei Ge- 
lenkknorpel-Defekteiu geeignetes Knorpelgewebe in vitro hersiellbar wird 
Oder Implantate hersiellbar werdeiu die mindestens zum Teil aus derartigem 

5 Knorpelgewebe besiehen. Zur Losung dieser Aufgabe ist es noiwendig, fur 
Cbondrozyten bzw. andere, zu einer Chondrozytenfunktion fahige Zellen in 
viiro eine derartige Umgebung, insbesondere eine dreidimensionale deranige 
Umgebung zu schaffen, dass sie auch liber eine langere Kulturzeit nichi dedif- 
ferenzieren und ihre Funkiion aktiv ausuben, bzw. dass sie zu aktiven Chon- 

10 drozyten differenziert werden. Durch die Losung dieses Problems ist der 
Haupneil der Aufgabe gelost, denn nicht dedifferenzierende, viiale Chondro- 
zyten bauen unier den geeigneten Bedingungen gemass ihrer natiirlichen 
Funkiion die entsprechende exirazellulare Matrix auf und stellen zusammen 
mil dieser Knorpelgewebe dar. 

15 

Die nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten Implaniaie. die 
mindestens zum Teil aus in vitro hergestelltem Knorpelgewebe besiehen, 
soUen insbesondere geeignet sein fiir die Reparatur von enchondralen oder 
20 osteochondralen Gelenk-Defekten. Sie soUen fiir jede Tiefe deraniger Defek- 
le hersiellbar sein und mil den erfindungsgemassen Implantaien repariene 
derartige Defekte sollen moglichsi bald nach der Implantation belasibar sein 
und zwar sowobl mil Press- als auch mil Scherkraflen. 

25 

Die oben genannte Aufgabe wird gelosi durch das Verfahren, wie es in den 
Anspriichen definiert ist. 



30 



Das erfindungsgemasse Verfahren beruht auf dem Befund, dass Cbondrozyten 
ein den Anspriichen genugendes Knorpelgewebe aufbauen konnea wenn 



4h 
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dafiir gesorgt wird, dass die Konzentraiion von Stoffen, die von den Zellen 
produziert and in extrazellulare Raume ausgeschieden werden, nach einer 
kurzen Anfangsphase eine geniigend hohe Konzeniration aufweisen und dass 
eine ahnlicbe Konzentration wahrend der ganzen Kulturzeit aufrechterhalten 
5 bleibt. Unter diesen Bedingungen bleibt die differenziene Funkiion von 
Chondrozyten voll erhalten (sic dedifferenzieren nichi zu Fibroblasien) und/- 
oder ist es moglich, enisprechende 2Lellen, insbesondere mesenchymale 
Stammzellen oder andere mesenchymale Zellen oder auch Fibroblasien zu 
einer entsprechenden Funktion zu differenzieren. 

10 

Die ersie Bedingung wird erfiillt dadurch, dass eine Zeligemeinschaft geschaf- 
fen wird, in der mindestens zu Beginn der Kultur eine deran hohe Zelldichte 
herrscht, dass die Zellen fahig sind, die fur die genannten Konzentrationen in 
15 den Zeilzwischenraumen notwendigen Mengen an Stoffen in der genannten 
kurzen Zeit zu produzieren. Die zweite Bedingung wird erfulll dadurch, dass 
die Zeligemeinschaft in einera begrenzten Zellraum untergebrachi wird, in 
dem verhinden wird, dass die genaimien Stoffe aus den Zeilzwischenraumen 
ausgeschwerami werden. 

20 

Die genannten Stoffe sind insbesondere autokrine Faktoren und Stoffe, die als 
Bausieine fur den Aufbau der extrazellularen Matrix dienen. Diese Bausteine 
sind vor allem Aggrekane, Link-Proteinc und Hyaloninate fur den Aufbau der 
25 Proteoglykan-Aggregate und KoUagen-Vorsmfen fur den Aufbau der Kolla- 
genfibrillen vom Typ II. 

Gemass dem erfindungsgemassen Verfahren werden die Zellen fur die in 
30 vitro Kultur nicht inunobilisiert sondem es wird ihnen ein Raum ohne dreidi- 
mensionale, kunstliche Matrix zur Verfugung gestellt, in dem die beiden oben 
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angegebenen Bedingungen erfullt sind, in dem es aber weiigehead den Zellen 
uberlassen wird, wie sie sich reladv zueinander ansiedeln woUen. Es zeigt sich, 
dass in einem deranigen freien Zellraum Zellen ihre Chondroryienfuoktion 
voll ausuben und sich ein Knorpelgewebe ziichten lasst, das eine fur eine 
5 Implantation und fiir eine mindestens beschrankte Belastung nach der Im- 
plantation geniigende Festigkeit aufweist. 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren warden also Zellen, die zu einer 
10 Chondrozytenfunktion befahigt sind, in einen an sich leeren, das heissi hoch- 
stens rait Kulmrmedium gefiillten Zellraum eingebracht deran, dass im Zell- 
raum eine Zelldichte von etwa 5x10^ bis 10' Zellen pro cm-^ Zellraum ent- 
steht, was bei einem ungefahren Zellvoluraen jeder 2Lelle von 10^ \xxn^ eine 
Raumbeiegung von ca. 5% bis 100% ergibt. 

15 

Der Zellraum hat mindestens teilweise durchlassige Wande und wird fur die 
Kulturzeit in einen mit Kulturmedium gefullten Raum eingebracht, welches 
Kulmrmedium in bekaimter Weise periodisch emeuen wird. Wahrend der 
20 Kulmraeit ist der Zellraum stationar im Kulturmedium angeordnet oder wird 
darin bewegt (relative Bewegung zwischen Zellraum und den Zellraum um- 
gebendem Kulturmedium). 

25 Die Durchlassigkeit der durchlassigen Telle der Zellraumwandung und die 
relative Bewegung von Zellraum und Kulturmedium, sind derart auf die Di- 
mensionen des Zellraumes (abhangig vom zu erzeugenden Knorpel) abzustim- 
men, dass die Bedingung der Ausschwemmungs-Verhindenmg erfullt wird. 
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Fiir alle Falle sind semipermeable Wandbereiche (semipermeable Membrane) 
mit einer Durchiassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton (10 bis 100 kDa) 
geeignet, insbesondere fiir bewegie Kulturen und fiir 21eliraume mit grossen 
Dimensionen (dreidimensionale Gebilde). Die genannien autokrinen Faktoren 
5 und Bausieine fiir den Aufbau der Makromolekiile der extrazellularen Knor- 
peimatrix haben Molekulargewichte derart, dass sie eine Membran mit der 
genannten Duchlassigkeit nicht passieren konnen. 



10 Es zeigt sich, dass fur stationare Kulturen und Zellraume mit mindestens 
einer kleinen Dimension (dunne Schichten) auch offenporige Wande mit 
bedeutend grosseren Poren (bis in den Bereich von 10 bis 20um), die nicht ais 
semipermeable Wande sondem nur als Konvektionsbanieren wirken konnen, 
geniigen und dass geg^benenfalls der Zellraum sogar auf einer Seite offen 

15 sein kann. 



Insbesondere in unbewegien Zellraumen setzen sich die Zellen bei kleineren 
Zelldichien in Richmng Schwerkraft ab, wodurch schichtartige Knorpelgewebe 
20 erzeugbar sind. Fiir die Erzeugung mehr dreidimensionaler Knorpelgebilde 
erweisen sich bewegte Zellraume als voneilhaft. 



Fiir spezifische Kulturen und insbesondere auch fiir spezifische Formen und 
25 Grossen von Zellraumen muss die optimale Anordnung (mit oder ohne Bewe- 
gung des Zellraumes im Kulturmedium) und die optimale Beschaffenheit der 
Zellraumwand bzw. der durchlassigen Teile der Zellraumwand experimentell 
ermitielt werden. 

30 

Der Zellraum hat also im wesentlichen drei Funktionen: 
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Der Zellraum halt die Gemeinscbaft der (nicbt immobilisierten) Zellen in 
einer geniigenden Dichie zusaramen, derart, dass sie ibre spezielle Funk- 
tionsfahigkeit nicbt verlieren; 

5 - der Zellraum begrenzt das Knorpelwachstum, sodass durcb Wahl der 
Zellraumfortn die Form des entsiehenden Knorpels sieuerbar isi; 

die Zellraumwand erlaubt die Versorgung der Zellen mit Kultarmedium, 
verhindert aber die Ausschwemmung der fur das Knorpelwachsmm not- 
10 wendigen, von den Zellen sekretierten Stoffe, 

Fiir die Herstellung von Implantaten, die nur teilweise aus Knorpelgewebe 
bestehen, kann ein Teil der durchlassigen Zellraumwand zusatzlich noch eine 
15 Funktion als Implantatsteil ubemehmen, wie weiter unten noch im Detail zu 
beschreiben sein wird. 

Die in den Zellraum einzubringenden Zellen sind Chondrozyien, mesenchy- 
20 male Stanmizellen oder andere mesenchymale Zellen. Diese Zelltypen kon- 
nen aus Knorpelgeweben, Knochen oder Knochenmark in bekannier Weise 
isoliert werden oder auch aus Binde- oder Fettgewebe. Auch Fibroblasten 
sind geeignet, wenn dem Kulturmedium bzw. dera Zellraum Faktoren zugege- 
ben werden, die ibre Differenzierung zu Chondrozyten bewirken oder die 
25 Zellen, bevor sie in den Zellraum gebracht werden, mit derartigen Faktoren 
behandelt werden. Die Zellen konnen auch, bevor sie in den Zellraum einge- 
bracht werden, in vitro vermehrt werden. 

30 Die in den genannten Geweben vorhandenen Mischungen von Zelltypen 
brauchen nicht aufgeirennt zu werdea, sondem konnen als solche in den Zell- 
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raum eingebrachi werden. Es zeigt sich auch, dass eine vollstandige Trennung 
der Zellen voa der sie umgebenden imerzellularen Matrix nicht notwendig isu 
dass also gegebenenfalls anstelle von isolienen Zellen auch Gewebeieilchen 
Oder Mischungen von isolienen Zellen und Gewebeteilchen in den Zellraum 
5 eingebracht werden konnen. Dabei isi gegebenenfalls durch teilweise Abtren- 
nung der extrazellularen Matrix von solchen Gewebeteilchen, beispielsweise 
durch eine kurze enzymatische Verdauung, dafiir zu sorgen, dass die geforder- 
te Zelldichte im Zellraum erreicht werden kann. 

10 

Es zeigt sich, dass nndt handelsiiblichen Kultunnedien, wie beispielsweise 
HAM-F12, denen vorteilhafterweise 5 bis 15% Serum zugegeben werden, gute 
Resultate erzielt werden konncn. Femer konnen dem Kulturracdium auch an 
sich bekannte Wachstumsfaktoren und andere Komponenten von Kulturme- 
15 dicn, die eine Vermehrung der Zellen und die Bildung der Knorpelmatrix 
fordem, beigegeben werden. 

Es zeigt sich, dass in den gemass dem erfindungsgemassen Verfahren erzeug- 
20 ten Kulturbedingungen die Chondrozyten aktiv bleiben und nicht dediCferen- 
zieren, sodass sich der Raum in einer Kuliurzeit in der Grossenordnung von 
ca. drei Wochen mit Knorpelgewebe fiillt. Das entstehende Knorpelgewebe 
kaim, sobald es dazu eine geniigende mechanische Festigkeit aufweist, aus 
dem Zellraum entfemt werden und beispielsweise frei schwimmend in einem 
25 Kulmrmedium weiter kultiviert werden oder es kann bis unmittelbar vor der 
Weiterverwendimg (Transplantation) im Zellraum verbleiben 

Nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltes Knorpelgewebe kann 
30 als Implantat oder Implaniaisteil, bzw. bei der Verwendung von autologen 
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Zellen als Zell-auto-Transplantat oder aber auch fur wissenschaftliche Zwecke 
in vitro weitervenvendei wird. 

5 Die folgenden Figuren illustrieren das erfindungsgemasse Verfahreru die 
Anordnung zur Durchfiihning des erfindungsgemassen Verfahrens sowie Bei- 
spiele von Implantaten, die durch das erfindungsgemasse Verfahren herge- 
stelit werden konnen. Bei den dargestellten Beispielen handelt es sicb um 
Implantate fur die Reparatur von enchondralen und osieochondralen Defek- 

10 ten. Mit dem erfindungsgemassen Verfahren ist es aber auch moglich, andere 
Implantate herzusiellen, zum Beispiel Gehorknochen oder fur die plasiische 
Chirurgie Nasenknorpel, Orbitalboden. Ohrenmuscheln oder Teile davon. 

Figuren I bis 4 zeigen vier beispielhafte Anordnungen (im Schnitt) zur 
15 Durchfiihrung des erfindungsgemassen Verfahrens zur in vitro Her- 

stellung von Knorpelgewebe: 

Figuren 5 bis 7 zeigen Chondroitin- und Kollagengehalt von verschiedenen 
experimenteilen Knorpelkulturen (aus Kulturen nach dem erfin- 
20 dungsgemassen Verfahren und aus Vergleichskulturen nach bekann- 

ten Verfahren) im Vergleich mit Knorpel aus einem Gelenk; 

Figuren 8 and 9 zeigen zur Illustration der mechanischen Eigenscbaften von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel: 
25 Kraftverlaufe bei der Belasmng dieses Knorpels (Figur 8) und bei 

der Belastung eines nativen Knorpels (Figur 9); 

Figuren 10 bis 13 zeigen licht- und elektronenmikroskopische Aufnahmen von 
nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelltem Knorpel 
30 und von nativem Knorpel. 
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Figur 14 zeigi einen Schniit durch ein nach dem erfindungsgeraassen Ver- 
fahren gemass Figur 2 oder 3 hergestelltes Iraplantat mil einer 
Tragerschicht und einer Knorpelschichi (Grenzbereich zwischen den 
zwei Schichten im Schnitt senkrechi zu den Schichien); 

5 

Figaren 15 und 16 zeigen beispielhafte Ausfuhningsformen des erfindungsge- 
massen Implantates gemass Figur 14 im Schniit senkrechi zur Knor- 
pelschichi; 

10 Rguren 17 bis 20 zeigen Beispiele von Anwendungen von nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergesieliten Implantaten zur Reparatur 
von enchondralen und osieochondraien Gelenk-Defekien (Schniite 
senkrechi zur Knorpelschichi). 

15 

Figur 1 zeigi im Schniit ein-: beispielhafte Anordnung zur erfindungsgemassen 
in-vitro-Hersiellung von Knorpelgewebe. Diese bestehi im wesenilichen aus 
einem begrenzten Zellraum 1, in den die Zellen eingebrachi werden und der 
in einem Kulturmedium-Raum 2 angeordnei ist. Mindesiens ein Teil der 

20 Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium-Raum 2 wird durch 
eine durchlassige Wand, beispielsweise eine semipermeable Membran 3 gebil- 
dei. Die restUche Begrenzung des Zellraumes 1 gegen den Kulturmedium- 
Raum 2 ist dicht und bestehi beispielsweise aus Kunsisioffteilen, die dem 
Zellraum 1 die vorgesehene Form verleihen und die semipermeablen Mem- 

25 brane festhaiten. 



Im dargesiellien Beispiel sind ein innerer Ring 4 und zwei auf diesen inneren 
Ring 4 aufsteckbare aussere Schnappringe 5 und 6 vorgesehen, die zusammen 
30 mil zwei beispielsweise im wesenilichen kreisformigen Stiicken semiperme- 
abler Membran 3 einen kreisscheibenformigen Zellraum 1 einschliessen. 
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Die semipermeable Membran 3 hai eine Durchlassigkeit von 10*000 bis 
lOO'OOO Dalion. Sie besiehi zum Beispiel aus demselben Material wie ein 
entsprechender Dialyseschiauch. 

5 

Es ist ofEensichtlich, dass in analoger Art zu der in der Figur I dargestellten 
Anordnung Zellraume verschiedenster Form gebildet werden konnen, in die 
Zellen eingebracht werden und in denen diese Knorpelgewebe aufbauea 
10 wobei das Knorpelgewebe ira wesenilichen die Form des Zellraumes I oder 
des wahrend der Kultur in Richtung Schwerkraft gegen unten gerichteten 
Teils des Zellraumes 1 anniramt 



15 Der Kuitunnedium-Raum 2 ist ein beliebiger Raum, in dem in bekannter 
Weise das Kulturmedium periodisch ausgewechselt wird. Wenn der Zellraum 
1 im Kulmrmedium-Raum 2 bewegt werden soil, ist der Kulturmedium-Raum 
beispieisweise eine Spinnerflasche. 

20 

Unter Verwendung einer Anordnung gemass Figur 1 lauft das erfindungsge- 
masse Verfahren beispieisweise wie folgt ab: 

Zellen, Gewebeteilchen oder Miscbungen von Zellen und/oder Gewebe- 
25 teilchen, wie sie weiter oben beschrieben sind, werden, z.B. in Kulturme- 

dium aufgeschlanmit, in den freien Zellraum eingebracht deran, dass die 
Zelldichte im Zellraum im Bereiche zwischen 5x10^ und lO' Zellen pro 
cm-* betragi. 
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Der Zellraum wird geschlossen, dann in den Kulturmedium-Raum ein- 
gebracht und darin fur einen Zeitraum in der Grosse von etwa drei Wo- 
chen belassen. 

5 - Das im Zellraum entstandene Knorpelgewebe wird aus dem Zellraum 
entfemt und entweder in einem Kulturmedium frei schwinunend weiier 
kultiviert oder direkt als Implaniat bzw. Transplantat oder fur wissen- 
schaftliche Untersuchungen weiiervenvendei. 



10 

In Zellraumen gemass Figur 1 werden Implantate hergesiellt, die nur aus 
Knorpelgewebe bestehen, beispielsweise Gehorknochen, Nasenknorpel, Orbi- 
talboden Ohrenmuscheln oder TeUe davon. 

15 

Figur 2 zeigt eine weiterc Variante eines Zellraumes fur die Durchfiihrung 
des erfmdungsgemassen Verfahrens. Der Zellraum 1 ist flach und seine eine 
Seite ist begrenzt durch eine offenporige, starre oder plastisch deformierbare 
Platte 7 aus einem biologisch abbaubaren oder nicht abbaubaren Knochen- 
20 ersatzmaierial, die andere Seite durch eine weitere durchlassige Wand, bei- 
spielsweise eine semipermeable Membran 3 oder eine grober porose Wand. 
Der 21ellraum hat eine Hdhe von beispielsweise ca. 3 bis Smm und eine belie- 
bige flacbige Form und Ausdehnung. 



Ein Zellraum, wie er in der Figur 2 dargestellt ist, ist insbesondere geeignet 
fur die Herstellung eines Implantats zur Reparatur eines osieocbondralen De- 
fekts, welches Implantat nicht nur die in dem flachen Zellraum gewachsene 
Knorpelschicht sondem auch die Knochenersatzplatte 7 umfasst. Diese Kno- 
30 chenersatzplatte 7 hat also im wesenthchen zwei Funktionen: sie diem wah- 
rend dem Knorpelwachstum als durchlassige Wandung des Zellraumes 1 und 
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sie dient im fertigen Impiantat als Verankemngssubstrat fur die Knorpel- 
schicht. wobei nach der Implantation dieses Knochenersatzmaterial in bekann- 
ler Weise von Zellen aus dem angrenzenden, viialen Knochen besiedelt wird. 

5 

Damit die Knochenersatzplatte 7 die oben genannte zweite Funktion erfuUen 
kann, muss durch entsprechende Anordnung des Zellraumes im Kultunnedi- 
lun-Raum dafur gesorgt werden, dass die Zellen sich moglichst regelmassig 
auf der Knochenersatzplatte 7 absetzen (mindestens fur den Fall, dass eine 
10 Zelldichte gewahlt wird, die zu einem Absetzen der Zellen fiihrt). Der Zell- 
raum 1 wird also beispielsweise, wie in der Figur 2 dargesteUt, mil der Kno- 
chenersatzplatte 7 gegen unten stationar im Kulturmedium-Raum 2 angeord- 
net, sodass die Zellen sich durch die Wirkung der Schwerkraft auf der Kno- 
chenersatzplatte 7 absetzen. 

15 

Femer muss die Knochenersatzplatte 7 derart beschaffen sein, dass das im 
Zellraum 1 entstehende Knorpelgewebe in einem Grenzbereich mit der Kno- 
chenersatzplatte 7 verwachst und dadurch ein auf Scherung belastbares Im- 

20 plantat entsieht. Eine derartige Verwachsung wird erreicht dadurciu dass die 
Porositat des Knochenersatzmaterials mindestens auf derjenigen Oberflache, 
auf der der Knorpel geziichtei wird, so gewahlt wird, dass die bei der Bildung 
der extrazellularen Knorpelmatrix entstehenden Kollagenfibrillen in die Poren 
hineinwachsen und den entstehenden Knorpel in der Knochenersatzplatte ver- 

25 ankem. Es zeigt sich, dass fur eine deranige Verankening der Kollagenfibril- 
len Poren von ca. 1 bis 20um geeignet sind. 

Femer isi es vorteilhaft, wenn von den Zellen, die fiir die Knorpelziichtung 
30 auf die Oberflache der Knochenersatzplatte aufgebrachi werden sich ein Teil 
in Oberflachenunebenheiten oder Poren niederlasst, sodass durch das Wach- 



I 
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sen von Knorpelgewebe in diesen Unebenheiten Oder Poren Knorpelgewebe 
und Knochenersatzmaterial in der Art eines Fonnschlusses miteinander ver- 
bunden werden. Es zeigt sich, dass Zellen sich leicht in Unebenheiten oder 
Poren niederlassen, wenn diese mindesiens 20ucn, vorteilhaftenveise zwischen 
5 20 und 5(him gross sind. 



An die Knochenersatzplatte 7 werden also die folgenden Bedingungen ge- 
stellt: 

10 

Damit die Zellen sich aus dem Kulturmediiim durch die Knochenersatz- 
platte emahren konnea, muss diese Poren aufweisen, die durchgehende 
Kanale bilden (offene Porositat). 

15 - Damit die Knochenersatzplatte mindestens als Konvektionsbarriere gegen 
die Ausschwenunung der grosseren Molekiile diene kann, durfen die 
Poren nicht zu gross und die Plattendicke nicht zu klein sein. 



Damit die beim Knorpelwachstum enistehenden KoUagenfibrillen sich in 
20 den Poren der Platte verankem, sollen die Poren nicht grosser ils ca. 

20um sein. 

Damit Zellen sich in Unebenheiten der Oberflache der Knorpelersatz- 
platte ansiedeln konnen, raiissen mindesiens auf der gegen die wachsende 
25 Knorpelschicht gewandten Oberflache der Knochenersatzplatte derartige 

Unebenheiten (Oberflachenrauheit) mil Grossen von mindestens ca. 
20^im vorgesehen sein. 



30 



Es zeigt sich dass mit entsprechend Oberflachen-rauhen Knochenersatzplat- 
ten mit offenen Poren in der Grossenordnung von 2 bis 20um und mil einer 
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Dicke von 0^ bis 3mm, vorzugsweise 0^ bis 1,5mm gule Resuiiaie erzielt 
werden komien. Bei Plattendicken iibcr ca. 0,5 bis 1mm kami der von der 
wachsenden Knorpelschicht abgewandte Bereich der Knochenersatzplatte 
auch eine grobere Porosiiat aufweisen, beispielsweise Poren bis zu Grossen 
5 von 300 bis 700um, wie sie von Knochenersatzmaterialien bekanni sind. Der- 
artige Porosiiaten begiinstigen die in vivo Vaskularisierung des Knochener- 
satzmaierials. 

10 Als Knochenersatzmaterial eignen sich an sich aile gangigen osteoinduktiven 
und/oder osteokonduktiven Maierialien, vorzugsweise biologisch abbaubare 
Materialien, die die angegebene, offene Porositat aufweisen und die sich zu 
starren oder plastisch verformbaren Flatten verarbeiten lassen. Beispielsweise 
sind plastisch verformbare Flatten hersiellbar aus KoUagen I, aus Kollagen I 

15 und Hydroxyapatit oder aus Polymilchsaure, starre Flatten aus Tricalzium- 
phosphat, aus Hydroxyapatit und aus anderen anorganischen Knochenersatz- 
materialien. 

20 Eine Behandlung der Knochenersatzplatte 7 mit einem Haftfaktor (attach- 
ment faaor) isi nicht notwendig. 

In einem Zellraum gemass Figur 2 mit einer entsprechend offenporigen Kno- 
25 chenersatzplatte 7 wird also nicht nur Knorpelgewebe in vitro geziichtet, son- 
dem es wird ein Implantat hergestellt, das einen vorgebildeten, venvachsenen 
Knorpel/Knochen-Grenzbereich aufweisi. 

30 Figur 3 zeigt eine weitere, beisplelshafte Anordnung zur Durchfiihrung des 
erfindungsgemassen Verfahrens. Es handeli sich im Prinzip um eine Kom- 
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bination des Verfahrens gemass Figuren 1 und 2. Die Knochenersaizplatte 7 
ist hier nichi ais Teil der durchlassigen Wandung des Zellraumes 1 angeord- 
net sondern liegt innerbalb eines deranigen, beispielsweise mil semiperme- 
ablen Membranen 3 begrenzien Raumes. Es ist offensichtlich, dass in einer 
5 derartigen Anordnung die Fimktion der Knochenersaizplatte 7 als Konvek- 
lionsbarriere wegfallt und dass aus diesem Grunde die Porosiiat und Dicke 
der Platte niii einer grosseren Freiheii gewahlt werden kann. 

10 Die in der Figur 3 dargestellte Anordung eignet sich insbesondere fur diinne, 
plastisch verformbare Knochenersaizplatten 7. die als Zellraumwandung 
scbwierig zu handhaben sind. 

15 Figur 4 zeigt schematisch eine weiiere Ausfiihrungsform eines Zellraumes 1, 
der sich insbesondere zur Ziichtung von sehr diinnen Knorpelschichten, die 
mit einer Knochenersaizplatte verwachsen sind, eignet. Im Gegensaiz zum 
Zeliraum gemass Figuren 1 bis 3 ist der Zellraum der Figur 4 gegen oben 
offen, sodass raindestens in den ersien ein bis zwei Wochen unter stationaren 

20 Kulturbcdingungen geziichtet werden muss. Im Gegensaiz zu ahnlichen, be- 
kannten Anordnungen (z.B. US-5326357, Kandel) ist als Trager fur die ZeUen 
eine Knochenersatzpiatte 7 vorgesehen und werden die Zellen nicht ais Mo- 
nolayer auf den Trager aufgebracht und nicht mit Hilfe eines Haftfaktors 
immobilisiert. 

25 

Figuren 5 bis 7 zeigen Resultate, die in Versuchen mit dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren (Versuchsanordnung im wesentlichen wie in Figur 1 skizziert) 
erhallen warden. Als semipermeable Membran wurden Dialyseschlauche ver- 
30 wendeL 
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Es wurden aus Schuliergelenken von Rindem isolierte Chondrozyien verwen- 
det Die Isoliening der Zellen wurde nach bekannten Methoden durchgefuhrt. 
Die Zellen wurden in die Dialyseschlauche eingebracht und diese wahrend 
der Kulturzeit in einer Spinnerflasche bewegl, wobei die Zellen sich am unte- 
5 ren Ende der Schlauche absetzten. Als Kulturmedium wurde HAM-F12 mit 5 
bis 15% Serum verwendet. Das Kulturmedium wurde alle rwei Tage gewech- 
selt. 

10 Figur 5 zeigt die Gehalte an Chondroiiinsulfat und KoUagen (pg/ml. auf das 
Volumen des gebildeten Knorpelgewebes bezogen) als Fuoktion der Kultur- 
zeit (20, 29 und 49 Tage) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren herge- 
stellten Knorpelgewebes verglichen mit entsprechenden Werten von Knorpel 
aus dem Schultergelenk eines achtzehn Monate alten Rindes (Vergleich). Die 

15 Resultate zeigen, dass der Gehali an Chondroiiinsulfat im in vitro hergestell- 
ten Knorpelgewebe sogar hoher sein kann als in natiirlichem Knorpel, dass 
aber der Gehalt an KoUagen deutlich tiefer ist. 

20 Figurcn 6 und 7 zeigen ebenfalls als Funktion der Kulturzeit (0, 7, 20 und 40 
Tage) Chondroitinsulfai- (Figur 6) und Kollagen-Gehalte (Figur 7) in Ver- 
gleichskulturen A imd B und von nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
geziichtetm Knorpelgewebe nach 40 Tagen Kulturzeit (C: entstehender Knor- 
pel im Bereich der abgesetzten Zellen im Zellraum, D: Kulturmedium iiber 

25 den abgesetzten Zellen im Zellraum). Als Vergleichsversuche wurden Chon- 
drozyien in Alginatkugeln eingebettet und in einer stationaren Kultur kulti- 
vien (A) und in einer Spimierflascbe (B). 
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Diirch die Figuren 6 und 7 wird deuilich, dass der Knorpelaufbau in der Ver- 
suchsanordnung gemass Erfindung bedeutend erfolgreicher verlauft als in den 
Vergleichsversuchen. 

5 

Figuren 8 und 9 zeigen fiir einen mil dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) und fur einen nauven Knorpel (Figur 9) Re- 
sultate von Belasiungsversuchen zur Illustration der mechanischen Eigenscbaf- 
ten des erfindungsgemass hergestellten Knorpels (Kulturbedingungen, bei 

10 denen der Knorpel hergestellt wurde, siehe weiter oben) verglichen tnit me- 
chanischen Eigenschaften von nativem Knorpel (Rind). Der Versuch besteht 
darin, einen Stempel mit einer konstanten Geschwindigkeit (1 Micrometer pro 
Sekunde) in den Knorpel zu drucken und den Sierapel bei einer Eindringtiefe 
von 20(hxm anzuhalten, wahrend dessen die Stempelkraft registrien wird. 

15 Dabei steigt die Stempelkraft zuerst etwa proportional mit der Eindringtiefe 
und sinkt nach dem Stillstand des Stempels ab (viskoelastischer Kraftabbau 
durch Flussigkeitsverlust des Knorpelgewebes). 

20 Die beiden Figuren 8 und 9 stellen die Stempelkraft in Newton (N) als Funk- 
tion der Zeit in Sekunden (s) dar. In der Figur 8 ist auch die Registrierung 
der Eindringtiefe (Wcg) in pm dargestellL 

25 Der Belastungsversuch mit dem nach dem erfindungsgemassen Verfahren 
hergestellten Knorpel (Figur 8) wurde mit einem Stempel mit 20mm Durch- 
messer durchgefuhrt, sodass sicfa eine maximale Druckspannung von ca. 
D,8N/cm- ergibt. Der Versuch mit dem nativen Knorpel wurde mit einem 
Stempel von 5nmi Durchmesser durchgefuhrt, sodass sich eine maximale 

30 Druckspaimung von ca. 30N/cra' ergibt. 
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Die doch bedeutend kleinere maximaie Dnickspaanung des Knorpeis. der mit 
dem erfindungsgemassen Verfahren hergestelli wurde, lasst sich aus den Figu- 
ren 10 bis 13 erkiaren, Diese Figuren stellen lichimikroskopische Aufaahmen 
(Figuren 10 und 11) und elektronenmikroskopische Aufnahmen (Figuren 12 
5 und 13) des nach dem erfindungsgemassen Verfahren hergestellten und fur 
die Belastungsversuche verwendeien Knorpels (Figuren 10 und 12) und 
menschlichen Knorpels aus der mittleren radiaren Zone (Figuren 11 und 13) 
dar. 

10 

Die Figuren 10 und 11 zeigen deutlich, dass der nach dem erfindungsgemas- 
sen Verfahren hergestellte Knorpel bedeutend mehr Chondrozyten emhalt als 
der Vergieichsknorpei, was fur den in vitro geziichteten Knorpel als Wachs- 
mmsstadium interpretiert werden kann. Dieselbe Interpretation legen die 
15 Figuren 12 und 13 nabe, auf denen in den Chondrozyten Organellen gut sicht* 
bar sind (mit Pfeilen markiert). Im Vergleichsknorpel sind die Organellen 
schmal, was auf eine geringe Syntheseiatigkeit schliessen lasst; im erfindungs- 
gemass hergestellten Knorpel sind sie deutlich erweitert, was auf intensive 
Synthesetatigkeit und damit auf eine Wachstumsphase hinweist. 

20 

Weitere elektronenmikroskopische Untersuchungen von nach dem erfindungs- 
gemassen Verfahren hergestelltem Knorpelgewebe zeigen^ dass die KoUagen- 
fibrillen darin ein dichtes Netz bilden, dass sie aber weniger dick sind als in 

25 nativem Knorpel (nach abgeschlossenem Wachstum) und dass sie in diesem 
Netz nicht gerichtet sondem beliebig angeordnet sind. Das nach dem erfin- 
dungsgemassen Verfahren hergestellte Knorpelgewebe ist also als eine Art 
embryonales Knorpelgewebe zu betrachien, das aber die Fahigkeit besitzt, 
sich in vivo (nach der Implantation) zu einem "ausgewachsenen" Knorpelge- 

30 webe weiterzuentwickeln. 
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Figur 14 zeigt in schemarischer Darsiellung einen histologischen Schnitt (Ver- 
grosserung ca, lOOx) durch den Grenzbereich zwischen Knorpelschicht and 
IGiochenersatzplatte eines Implantaies, das in einer Anordnung geniass einer 
der Figuren 2 bis 4 hergestellt wurde. Knorpelgewebe 10 und Knochenersatz- 
5 plane 7 sind in einem Grenzbereich 11 Formschluss-artig miieinander ver- 
bunden* dadurch, dass das Knorpelgewebe in Oberflachenunebenheiten der 
Knochenersaizplatte 7 hineingewachsen ist. 

10 Figuren IS und 16 zeigen im Schnitt durch die Knorpelschicht 10 beispielhafte 
Ausfiihrungsfonnen von Implantaten, die hergestellt werden nach Verfahren, 
wie sie im Zusammenhang mit den Figuren 2 bis 4 beschrieben wurden, und 
die zwischen der Knorpelschicht 10 und einer darunierliegenden Knochen- 
ersatzplaite 7 einen verwachsenen Grenzbereich 11 aufweisen, wie er in der 

15 Figur 14 dargestellt ist. 

Nach Abschluss der Kulturzeit voti einigen Wochen wird die Knochenersatz- 
platte 7 mit der darauf entsiandenen Knorpelschicht 10 von den iibrigen 
20 Wandbestandteilen des ZeUraumes getrenni. Vor der Implantation wird das 
aus Knorpelschicht 10 und Knochenersatzplatte 7 bestehende Implantat gege- 
benenfalls auf eine vorgegebene Grosse und Form reduzien und/oder auf ein 
weiteres Stuck eines Knochenersatzmaterials 12 aufgesetzL 

25 

Fur eine Bearbeitung des im Zellraum entstandenen Implantates werden in 
der Chirurgie gangige N4ethoden verwendet, wie beispielsweise Stanzen, La- 
ser-Schneiden oder Frasen. Fur eine Vergrbsserung des Knochenersatzteils 
wird ein weiteres Stuck 12 aus einem gleichen oder anderen Knochenersatt- 
30 material auf der der Knorpelschicht 10 gegenuberliegenden Seite der Kno- 
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chenersatzplaue 7 mil Hilfe einer Schichi 13 aus einem an sich bekannien, 
voizugsweise biologisch abbaubaren Zemeni angesetzL 

5 Nach der Implantation wandern in das offenporige Knochenersatzraaterial der 
Knochenersatzplaite 7 und des angesetzien Stiicks 12 aus der naiiven Umge- 
biing knochenbildende Zeilen ein und wachsen Mikrogefasse in die Poren des 
Materials. Als Folge davon entsteht natiirliches Knochengewebe, das das 
Knochenersaizmaterial (7, 12, 13), das sukzessive abgebaut wird, ersetzt. Da- 
10 bei isi zu erwanen, dass der in vitro geziichtete Knorpel im Grenzbereich 11 
mineralisiert wird. 

Figuren 17 bis 20 zeigen enchondrale und osieochondrale Defekte, die mit 
15 beispielhaften AusfOhningsformen von erfindungsgemassen Implantaten repa- 
riert sind. 

Figur 17 zeigt einen zu einer definienen Form aufgebohrten oder ausgeschnit- 
20 tenen, enchondralen Defeki, einen Defekt also, der in der nativen Knorpel- 
schicht 20 liegt und das unter der Knorpelschicht 20 liegende Knochengewebe 
21 nicht tangien, Ein derartiger Defekt ist im Humanfall hochstens etwa 3mm 
tief und kann sich iiber einen beliebigen Bereich einer Knorpelschicht er- 
strecken. In den aufgebohnen oder ausgeschniitenen Defekt wird ein Stiick 
25 Knorpelgewebe 10' eingesetzt, das beispielsweise in einer Anordnung gemass 
Figur I geziichiei wurde und das nach der Zuchtung gegebenenfalls durch 
Schneiden oder Stanzen auf die Form des Defektes gebracht wurde. 



30 Bei kleinen Defekien geniigt es, fiir eine genugende Fbdening des Iraplantates 
im Defekt. dieses beim Einbringen leicht elastisch zu deformieren (press fit). 
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Bei grosseren Defekien wird das Implantai mil bekannten Miiteln befestigt: 
beispielsweise mil einem Stuck Knochenhaut, das dariiber genahi oder geklebt 
wird, rait einem Kleber, der zwischen nativem Knorpel und Implantat einge- 
bracht wird (z.B. Fibrinkleber), oder durch Vemahen mil dem nativen Knor- 
5 pel. 

Figur 18 zeigi einen zu einer definienen Form aufgebohrten, kieineren osieo- 
chondralen Defeki (flachige Ausdehnung bis ca. 10mm, Tiefe bis zu ca 3mm 

10 im Knochen), ein Defeki also, der nichi nur die naiive Knorpelschicht 20 
sondem auch das darunterliegende Knochengewebe 21 betrifft. Dieser Defekt 
isi mil einem Implantai gemass Figur 15 repariert, welches Implantat mil 
einem oder mehreren Pins befestigt isi. Es sind zwei Pins dargestellt. Der eine 
Pin 22.1 wird vom Chirurgen von der Oberflache durch das Implantat getrie- 

15 ben, der andere Pin 722 isi vorgangig in der Knochenersatzplatie 7 des Im- 
plantates angeordnei worden und wird durch Pressen auf die Implantatsober- 
Qache in den Knochen getrieben. Je nach flachiger Ausdehnung des Defekies 
werden ein Pin oder eine Mehrzahl von Pins angeordnei. 

20 

Selbstversiandlich Lsi es auch moglich, das Implantat gemass Figur 18 mit 
anderen Fixierungsmitteln als mil Pins im Defekt zu befestigen. 

25 Aus der Figur 18 isi ersichtlich, dass die betrachllichen Scherkrafie, die bei 
der Belaswng von Gelenken auf den Grenzbereich zwischen Knochen 21 und 
Knorpel 20 wirken, im Bereiche des reparienen Defektes vom Grenzbereich 
11 ubemommen werden, in dem die in vitro geziichteie Knorpelschicht 10 mit 
der Knochenersatzplatie 7 verwachsen isi. 
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Anstelle des aus einer in vitro gezuchteten Knorpelschichi 10 und einer Kno- 
chenersatzplatte 7 besiehenden Implantates, wie es in der Figur 18 dargestellt 
isu kann derselbe Defekt auch mil einer Fullmasse gefulli und mit einem in 
vitro gezuchteten Stiick Knorpelgewebe, wie es in der Figur 17 dargestellt ist, 
5 repariert werden. Zur Aufnahme der Scherkrafte sind in einem solchen Falie 
beispielsweise durchgehende Pins 22.1 vorzusehen. 

Figur 19 zeigt einen aufgebohrten, osteochondralen Defekt, der bis in eine 
10 Tiefe von beispielsweise 20 bis 30nini praparien und durch Implantation eines 
erfindungsgemassen Iraplantates gemass Figur 16 reparien worden isL Scher- 
krafte auf das Implanut werden wiederum durch die Venvachsung zwischen 
Knorpelschicht 10 und Knochenersaizplatte 7 aufgenonunen. Da die Zement- 
verbindung 13 im naiiven Knochen 21 liegt, wird sie auf Scherung nicht bela- 
15 stet und braxicht aus diesem Grunde nicht durch einen Stift verstarkt zu wer- 
den. 

Die in der Figur 18 dargestellte Reparaturstelle kann auch erstellt werden, 
20 indera der uniere Teil der Bohrung mit einem Knochenersatzmaierial gefiiillt 
wird und indem auf diesem Material gegebenenfalls mittels einer Zement- 
schicht 13 ein Implaniat gemass Figur 15 implantiert wird. 

25 Fiir grossere osteochondrale Defekte konnen im Sinne einer Mosaikplastik 
eine Mehrzahl von Implantaten gemass Figur 19 vorgesehen werden. 

Figur 20 zeigt einen grossen und tiefen osteochondralen Defekt. Dieser ist 
30 deran gross, dass die neu zu erstellende Knorpelflache nicht mehr mit einer 
ebenen Flache angenahert werden kann. Ein deraniger Defekt kann, wie 
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weiier oben angedeutei, durch eine Mosaikplastik repariert werden. Da aber 
die erfindungsgemassen Implantaie in ihrer flachigen Ausdehnung nicht be- 
schrankt sind und da deren Knochenersatzplaiten 7 auch aus einera plasiisch 
verformbaren Material bestehen konnen, lassi sicb der Defekt einfacher ge- 
mass Figur 20 mit einem Implantat gemass Figur 15 reparieren. Zu diesera 
Zwecke wird der Defekt auf eine Tiefe von einigen Millimetern in den Kno- 
chen 21 zu einer definienen Form ausgeschnitten, werden tiefere Stellen mit 
einem plastischen Knochenersatzmaterial gefiillt und wird das Implaniat im 
Defekt posiiioniert und mit geeigneten Mineln fixiert. 



10 
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PATENTANSPRUCHE 

L Verfahren zur in vitro Herstellung von Knorpelgewebe und von Implania- 
ten, die mindestens leiiweise aus Knorpelgewebe bestehen, ausgehend 
von vitalen Zellen, die die Fahigkeit haben, eine extrazellulare Knorpel- 
mairix zu bilden, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen in einen Zell- 
raum (1) eingebracht und zur Bildung einer extrazellularen Knorpelmatrix 
in diesem Zellraum (1) belassen werden, wobei pro cm^ Zellraum 5x10^ 
bis 10' 2LeiIen eingebracht werden, wobei der Zellraum (1) mindestens 
teilweise durch eine semipermeable Wandung oder eine als Konvektions- 
barriere wirksame offenporige Wandimg von einem den Zellraum (1) urn- 
gebenden Kulturmedium-Raum (2) getrennt ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. dass aus entspre- 
chenden Geweben isolierie Chondrozyten, mesenchymaie Stammzeilen, 
20 andere mesenchymaie Zellen oder Fibroblasten oder Mischungen der 

genannien Zelltypen oder Gewebeteilchen, die mindestens einen Typ der 
genannten Zellen emhalien, in den Zellraum (1) eingebracht werden. 



10 



25 3- Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen vor 
dem Einbringen in den Zellraum (1) in einer Zellkultur vermehn werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, 
30 dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeii im Kulturmedium-Raum 

(2) stationar angeordnei ist oder darin bewegi wird und dass mindestens 
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ein Teil der Zellraurawandung aus einer semipenneablen Membran mil 
einer Durchlassigkeit von 10*000 bis lOO'OOO Dalton besteht. 

5 5. Verfehren nach Anspnich 4, dadurch gekennzeichnet. dass innerhalb des 
Zellraumes eine offenporige, starre oder plastisch deformierbare Platte 
(7) aus einem Knochenersatzmaterial angeordnet ist. 

10 6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3. dadurch gekennzeichnet. 

dass der Zellraum (1) wahrend der Kulturzeit im Kultunnedium-Raum 
(2) stationar angeordnet ist und dass mindestens ein Teil der Zeilraum- 
wandung als offenporige Schicbt mit Poren von bis zu ca. 20um ausgebil- 
det ist. 

15 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass die offenpori- 
ge Schicht eine Platte (7) aus einem Knochenersatzmaterial ist und dass 
der Zellraum (1) derart angeordnet ist, dass die Platte (7) unten ist, so- 

20 dass die in den Zellraum (1) eingebracbten Zellen sich auf der Platte (7) 

absetzen. 

8. Anordnung zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 
25 1 bis 7. dadurch gekennzeichnet. dass sie einen 2Lellraum (1) aufweist, 

welcher Zellraum (1) mindestens teilweise durch eine semipermeable 
Membran (3) oder eine als Konvektionsbarriere dienende offenporige 
Schicht von einem den Zellraum (1) umgebenden Kulturmedium-Raum 
(2) abgetrennt ist. 

30 



wo 97/46665 PCT/CH97/00220. 



- 31 - 



9. Anordnung nach Anspruch 8. dadurch gekennzeichnet, dass die semiper- 
meable Membran (3) eine Durchlassigkeit von lO'OOO bis lOO'OOO Dalton 
haL 

5 

\6. Anordnung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die als Kon- 
vektionsbarriere dienende Schicht eine offene Porositat von 1 bis 20um 
aufweist und eine Dicke von 0,5 bis 3mm haL 

10 

11. Anordnung nach einem der Anspriiche 8 bis 10. dadurch gekennzeichnet. 
dass der Zellraum (1) eine flachige Form mil zwei im wesentUchen par- 
allelen Stimflachen aufweist und dass die beiden Stimflachen durch semi- 
permeable Membrane (3) oder durch offenporige Schichten gebUdet sind. 

15 

12. Anordnung nach einem der Anspriiche 10 oder 1 1. dadurch gekennzeich- 
net, dass die offenporige Schicht eine starre oder plastisch verformbare 
Platte (7) aus einem bioiogisch abbaubaren oder nichi abbaubaren Kno- 

20 chenersat23naterial ist und dass der Zellraum im Kulturmedium-Raum (2) 

derart angeordnet ist, dass die Knochenersatzplane (7) unten isi. 



13. Anordnung nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet. dass die Kno- 
25 chenersatzplatte (7) auf ihrer gegen das Innere des Zellraumes gewand- 

ten Oberflache Unebenheiten mil Grossen von mindestens 20um auf- 
weist. 
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14. Anordnung nach einem der Anspriiche 12 Oder 13. dadurch gekennzeich- 
net, dass die Knochenersatzplatte (7) auf ihrer vom Zellraum abgewand- 
ten Seite eine Porositat von 300 bis 700um aufweist. 

5 

15. Anordnung nach einnem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gd^ennzach- 
net, dass ausserhalb der Knochenersatzplatte (7) eine weitere durchlassige 
Wandung angeordnet ist. 



10 



15 



20 



16. Zellraum begrenzt durch eine Wandung, die mindestens zum Teil aus 
einem offenporigen Knochencrsatzmaterial besteht, als Teil einer Anord- 
nung nach einem der Anspruche 12 bis 15. 



17. Implantat hergestellt nach dem Verfahren gemass einem der Anspriiche 5 
bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass es eine Platte (7) aus einem offenpo- 
rigen Knochenersaizmaterial aufweist, deren Oberflache mindestens leil- 
weise mit einer in vitro gezuchteten Knorpelschicht (10) bedeckt ist. wo- 
bei das Knorpelgewebe der Knorpelschicht (10) durch Einwachsen in 
Poren und Oberflachenunebenheiten des Knochenersatnnaterials in die- 
sem verankert ist. 



25 18. Implantat nach Anspmch 17. dadurch gekennzeichnet, dass die Plane (7) 
aus Knochencrsatzmaterial mindestens in dem der Knorpelschicht (10) 
zugewandten Bereich Poren in der Grosse von 1 bis 20um aufweist und 
eine Dicke von 0,5 bis 3nun hat. 



30 
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19. Implantat nach einem der Anspriiche 17 oder 18, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Platte (7) aus Knochenersatzmaterial durch eine Zement- 
schicht (13) mit einem weiteren Teil (12) aus Knochenersatzmaterial ver- 
bunden ist. 

5 

20. Implantat nach einem der Anspriiche 17 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
dass es stanr oder plastisch verformbar isi. 

10 

21. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 7 zur Her- 
stellung von Implantaten zur Reparatur von enchondralen oder osteo- 
chondralen Gelenk-Defekten. 

15 

22. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspriiche 1 bis 4 oder 6 
zur Herstellung von Gehorknochen. Nasenknorpeln, Orbitalboden, Oh- 
renmuscheln oder von Teilen davon. 

20 

23. Verwendung des Implaniates nach einem der Anspriiche 17 bis 20 zur 
Reparatur von enchondralen oder osteochondralen Gelenk-Defekten. 
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